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NOUVEAUX DERIVES HYDROPHILES, APPLICATION AU DIAGNOSTIC ET A LA THERAPEUTIQUE KITS 
DIAGNOSTIQUES OU THERAPEUTIGUES ET REACTIFS IMMUNOLOGIQUES. 

La presente invention concerns des derives utiles notamment comme immuno-reactifs destines en 
particulier a c.bler des cellules animales en vue de leur visualisation ou de leur destruction les kits de 
reactifs les renfermant ainsi que leur application a la visualisation et a la destruction des cellules 

La demande de brevet frangais N* 86.13146 et la demande de brevet europeen N° 87 430031 2 ont 
decnt des immuno-reactifs destines a cibler les cellules animales pour leur visualisation ou leur destruction 
in vivo. 

Ces immuno-reactifs consistent en deux types de produits a savoir a) un anticorps monoclonal ou un 
fragment d'anticorps reconnaissant un type cellulaire, un tissu particulier ou un constituant d'un organisme 
animal conjugue a un second anticorps ou fragment d'anticorps reconnaissant un groupement haptenique 
determine et b) une molecule constitute d'au moins deux haptenes identiques ou differents reconnus par 
I un des anticorps et d'un motif constitue d'un element de visualisation, ou d'un produit actif ou connu pour 
pouvoir recevoir un element de visualisation ou un produit actif destine a la destruction de la cellule-cible 

Dans ce qui suit, on appellera le produit (b) "sonde". 

Lorsque I'on veut realiser une bonne visualisation d'une cellule-cible, il est souhaitable de reduire au 
maximum le bruit de fond. De meme. etant donne que les principes actifs cytotoxiques possedent 
habituellement une certaine toxicite, il est souhaitable de les retrouver seulement au niveau de la cellule- 
cible a detruire. le plus rapidement possible apres leur administration. 

C'est pourquoi la presente demande a pour objet des derives caracterises en ce qu'ils comprennent 
deux haptenes hydrophiles et un groupe effecteur constitue d'un isotope radioactif ou connu pour pouvoir 
etre marque par un isotope radioactif ou constitue d'un principe actif ou connu pour pouvoir fixer un 
pnncipe actif. Ces derives sont analogues a des produits tels que ceux decrits en b) ci-dessus. 

Par "haptene", I'on entend dans le cadre de la presente invention, une molecule capable de se lier 
specfiquement a un anticorps au niveau d'un de ses sites de fixation. C'est une molecule qui n'est pas 
antigenique par elle-meme mais peut le devenir par fixation sur une macromolecule. Sa masse moleculaire 
est generalement inferieure a 1500 daltons. 

Par "hydrophiles". Ton entend que le coefficient de partition entre une phase aqueuse neutre (proche 
des conditions physiologiques) et un solvant organique non totalement miscible a I'eau comme le N-butanol 
est supeneur a 1 pour le haptene isole. Cette mesure peut etre effectuee, notamment apres 2h d'agitation 
d'une solution d'haptene dans 10 mM Hepes, 150 mM Nad, pH 7,4 melangee a une partie egale de 
butanol. a 

Les haptenes preferes selon la presente invention auront une masse moleculaire comprise entre 300 et 
1500 daltons et comporteront des groupements chimiques polaires. Ces groupements seront notamment 
des groupes alcools, amines, acides carboxyliques, sulfoniques et phosphoriques. ainsi que leurs esters et 
amides. 

Parmi les derives objet de la presente invention, on retient de preference ceux caracterises en ce que 
les haptenes ont une constants de dissociation inferieure ou egale a 10 -5 M et notamment inferieure ou 
egale a 10 • M avec un anticorps qui leur est specifique. Cette constante est mesuree dans les conditions 
usuelles de pH, temperature et concentration en sels. 

Comme indique dans la demande de brevet frangais precitee. les haptenes peuvent revetir une grande 
vanete de structures. On retient toutefois plus particulierement les haptenes qui constituent un groupe 
chelatant. a K 

Par "chelatant", I'on entend une molecule capable de fixer un atome de metal de maniere tres stable. 
^ Les groupes chelatants particulierement interessants convenant comme haptenes hydrophiles selon la 
presente invention sont constitues par les acides polyaminocarboxyliques. notamment I'acide 
diethylenetriamine-pentaacetique (DTPA) et ses derives. 

Ces groupes chelatants peuvent contenir ou non un metal, et on retient plus particulierement ceux 
contenant de 1'indium complexe. 

A titre d'haptenes. on retient egalement les derives des aminoacides polaires et particulierement de 
rhistidine et les derives de I'histamine. tout particulierement I'histamine-succinyl-glycine. On peut citer 
egalement la fluoresceine et ses derives et le methotrexate. 

Dans une sonde, les haptenes et le(s) groupe(s) effecteur(s) sont relies de maniere stable par une 
chaine de connexion. Celle-ci permet la fixation simultanee sur une meme molecule sonde d'au moins deux 
anticorps specifiques sur le ou les haptenes et ainsi la formation des complexes particuliers recherches 

Un des haptenes peut egalement jouer le role d'effecteur ; en particulier un de ses atomes peut etre 
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remplace dans la sonde par un radio-isotope ou alors un principe actif tel que ceux decnts ci-apres 
partie du principe actif peut egalement constituer le haptene. On peut citer par exemple le DTPA-indium. 

L'on entend par "groupement ef fecteur", un groupement chimique responsable de I'effet desire, 
consecutivement a ('utilisation de la sonde, sur sa cible dans I'organisme. Le groupement effecteur peut 

5 realiser soil le reperage de sites d'accumulation de la sonde, soil par exemple la destruction de cellules au 
niveau de sites d'accumulation. 

Dans le premier type duplication, le groupement effecteur comportera par exemple un ou plusieurs 
atomes reperables par des moyens physiques appropries, comme par exemple des atomes radioactifs 
emetteurs de rayonnement, notamment gamma. On peut citer egalement les atomes ou groupements 

w chimiques suffisamment para-magnetiques pour perturber les signaux de resonance magnetique nucleaire. 

Dans le second type duplications, le groupement effecteur pourra comporter un ou plusieurs 
emetteurs de rayonnement ionisant. par exemple ff ou a en vue d'une radio-therapie. II pourra auss. etre 
constitue d'un ou plusieurs groupes chimiques capables de cytotoxicite par eux-memes, comme les agents 
alkylants le methotrexate, les vinca-alcaloldes, les anthracyclines ou des toxines vegetales ou bactenennes 

, 5 comme la ricine ou la toxine diphterique. ou encore sous I'effet d'un rayonnement exterieur comme les 

porphyrines. , .. « 

Des chaTnes de connexion preferees sont celles qui permettent une separation suff.sante des haptenes. 

notamment superieure a 10 Angstroms. 

Ces chaTnes seront de preference peu sensibles a I'hydrolyse une fois injectees dans I organisme. On 
20 utilise avantageusement a litre de chaTnes de connexion des aminoacides. de preference de sene D. en 
enchaTnement peptidique. 

Pour certaines applications particulieres, les chaTnes de connexion ci-dessus decntes comprennent un 
groupement phenol et on retient tout particulierement les chaTnes de connexion renfermant de la tyros.ne 
ou constitutes de tyrosine. 

as Parmi les derives objets de la presente invention. Ton retient egalement ceux dont les haptenes sont 
des glycyl-succinyl-histamine. qui sont couples a une diamine phenolee. notamment couples a un peptide 

renfermant de la tyrosine. . . . 

Parmi les derives selon la presente invention, on retient tout particulierement les derives de la tyrosine 

suivants : 

30 - la Na-o-DTPA-tyrosyl-N- t -DTPA-lysine ; 

- la N-a-N-£-di-(DTPA-glycyl)-lysyl-tyrosine ; 

- la N-a-N-t-di-(histamine-succinyl-glycyl) lysyl-tyrosine de formules respectives : 
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Les derives ci-dessus decrits possedent de remarquables proprietes grace aux deux groupements 
haptentques hydrophiles et a leur groupement effecteur. 

C'est pourquoi la presente demande a egalement pour objet Implication des derives tels que definis 
ci-dessus au diagnostic ou a la therapeutique. 

35 Pour ces applications, on pourra se reporter notamment a la demande de brevet europeen N° 
87.430031.2 precitee. 

En vue de ieur utilisation diagnostique, les derives selon la presente invention peuvent etre par exemple 
injectes par voie intraveineuse a rhomme ou a I'animaL 

En meme temps ou peu avant rejection de la sonde (par exempie quelques minutes jusq^a quelques 
40 heures avant (de preference de 12 a 48 heures), on aura injecte un conjugue anticorps a double specificite 
compose d'un anticorps notamment monoclonal ou fragment d'anticorps egalement de preference monoclo- 
nal specifique pour une cellule ou un composant normal ou pathologique d T un etre vivant en particulier de 
f'homme, couple a un anticorps, notamment monoclonal ou fragment d'anticorps de preference specifique 
pour le haptene considere, tel que decrit ci-dessous en tant que produit a), par exemple a la dose de 0,1 
45 mg a 1 g selon la sonde utilisee et de preference de 1 a 100 mg ;hez I'homme adulte. 

Le derive a) peut etre utilise seul ou en melange (cocktail), chacun ayant une specificite particuliere 
pour des cellules ou constituents de rorganisme normaux ou pathologiques differents et une specificite 
pour le meme haptene. 

On procede apres I'injection des derives selon Invention a la mesure ou la detection grace aux 
so appareils bien connus dans retat de la technique, par exemple pour la scintigraphie ou rimagerie RMN. 

Dans le cas d f un diagnostic isotopique on aura par exemple apporte une activite de 0,1 a 100 mCi et 
plus particulierement de 3 a 10 mCi. 

De meme, on peut proceder au traitement localise d'une affection, par exemple tumorale, en utilisant 
une sonde selon la presente invention, possedant comme effecteur un principe actif approprie, notamment 
55 cytotoxique. 

Le taux sera alors limite par la toxictte secondare du principe actif sur les organes normaux et en 
particulier sur la moelle osseuse. 

Pour une application en radio-immunotherapie, une dose preferee sera comprise par exemple entre 50 
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mCi et 1 Ci. 

Compte tenu de ['utilisation particuliere des derives selon la presente invention, la presente demande a 
egalement pour objet les kits diagnostiques ou therapeutiques, caracterises en ce qu'ils renferment au 
moins un des derives selon ia presente invention, tels que definis cidessus et un anticorps ou fragment 
5 d'anticorps, notamment monoclonal reconnatssant un type cellulaire ou un tissu particulier, conjugue a un 
deuxieme anticorps ou fragment d'anticorps reconnaissant un groupement haptenique dudit derive. 

La presente demande a enfin pour objet les reactifs immunologiques comprenant un conjugue, 
compose d'un anticorps ou fragment d'anticorps notamment monoclonal ayant une affinite pour un type 
cellulaire particulier ou un constituant normal ou pathologique de I'organisme particulier, couple a un 
w anticorps ou fragment d'anticorps notamment monoclonal ayant une affinite pour un haptene donne, et une 
molecule synthetique, comprenant au moins deux haptenes correspondant au conjugue ci-dessus et au 
moins un site, apte au marquage radioactif ou a fixer un principe actif, lies de maniere covalente, 
caracterises en ce que la molecule synthetique est un derive ci-dessus defini. 

Lorsque Ton parle de conjugue d'anticorps, on ne prejuge pas d'une methode de preparation 
75 quelconque en ce sens que I'on vise aussi des anticorps bispecifiques encore appeles recombinants, 
quadromes ou polydomes, par exemple. 

Les exemples qui suivent illustrent la presente invention sans toutefois la limiter. 



20 Exemple 1 



N-a-DTPA-tyrosyl-N-t-DTPA-lysine 

25 On dissout 45 uMole de tyrosyl-lysine dans 600 ul d'eau ajoutee a 45 uMole de triethylamine et 180 
uMole de I'anhydride cyclique du DTPA en solution dans 1 ml de DMSO. 

On laisse pendant 16 heures a la temperature ambiante en maintenant le pH a environ 7 a faide de 
triethylamine. On purifie par filtration sur gel (colonne Biogel P4). On recupere les fractions correspondant 
au produit attendu et les purifie sur une colonne echangeuse d'ions (mono-Q pharmacia) et chromatogra- 
30 phie liquide haute pression en utilisant une colonne C-18. 

On a identifie le produit obtenu par spectrometrie UV (max a 277nm) et spectrometrie de masse (pic 

moleculaire a 1060). 



35 Exemple 2 



N-a-N-e-di-(DTPA-glycyi)-lysyl-tyrosine 

40 A partir de 1 g de resine de N-a-BOC-O-benzyl-L-tyrosine. on prepare le N-a-N-*-di-(glycyl)-lysyl- 

tyrosine classtquement par synthese en phase solide. 

On libere a Taide d'acide fluorhydrique liquide le produit obtenu et on le purifie par filtration sur gel et 

chromatographic liquide a haute pression. On fait alors reagtr ce peptide avec I'anhydride cyclique du 

DTPA, comme indique ci-dessus a i'exemple 1 ; on purifie le produit obtenu par filtration sur gel, 
45 chromatographie sur colonne echangeuse d f ions et chromatographie liquide haute pression et on I'identffie 

comme decrit ci-dessus ( max a 277 nm, pic moleculaire a 1174). 



50 



55 



Exemple 3 



M-^-N^-di^histamine-succinyl-glycylhlysyl-tyrosine 



On synthetise la N-a-N- e -di-(glycyl)-lysyl-tyrosine sur resine comme indique a I'exemple 2. Apres 
deprotection des groupes amino terminaux, on ajoute a la resine 2,5 equivalents d'anhydride succmique 
dans le DMF et 2,5 equivalents de triethylamine. On laisse pendant 2 heures a la temperature ambiante, 
lave et ajoute 2,6 equivalents d'histamine et de BOP en solution dans le DMF et 3.5 equivalents de 
diisopropylethylamine. 



5 
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On laisse encore incuber, lave et libere le produit desire ; on purifie par filtration sur gel et par 
chromatographie liquide haute pression et identifie le produit obtenu par spectrometrie UV (max a 220 nm 
et a 277 nm) et de masse (pic moieculaire a 810). 



Exemple 4 



Marquage du derive de I'exemple 1 a l'indium-111 

w 

On prepare une dilution a 0,5 uM du produit de I'exemple 1 dans un tampon a pH 5, 100 mM d'acetate 
et mM de citrate. On ajoute 0,5 mCi de trichlorure d'indium-111 (dans 50 ul d'acide chlorhydrique 50 mM) 
a 50 ul de la solution ci-dessus et on laisse incuber pendant 16 heures a 37° C. 

On ajoute alors un exces d'lnCI 3 non radioactif (10ul d'une solution 1 mM dans un tampon pH 5 citrate 
75 100 mM) pour saturer les deux groupes chelatants du derive de I'exemple 1. 

Le derive de I'exemple 1 marque est dilue a I'activite souhaitee juste avant I'injection a I'aide d'une 
solution 20 mM Hepes, 150 mM HCI, 10 uM EDTA pH 7,4. 



20 Exemple 5 



Radioimmunoscintigraphie de melanomes humains greffes sur des souris nudes visualises par des 
conjugues a double specificite anti-melanome anti-DTPA indium et la N-a-DTPA-tyrosyl-N-e-DTPA-lysine 
25 marquee a l'indium-1 1 1 . 

On injecte par voie sous-cutanee 3.1 0 6 cellules de melanome humain (A375) dans I'abdomen de souris 
nudes. Ceiles-ci developpent 3 a 4 semaines plus tard des tumeurs de 0,5 a 2 g. On injecte alors. aux 
souris 2 a 10 ug de conjugue a double specificite prepare par couplage chimique du fragment F(ab)' 2 d'un 
30 anticorps anti melanome humain (anticorps monoclonal de souris IgG, , kappa) au fragment F(ab)' 2 reduit 
d'un anticorps anti-DTPA-indium (anticorps monoclonal de souris IgGi. lambda) au moyen du reactif 
heterobifonctionnel, EMCS. 

Vingt quatre heures plus tard on injecte aux souris 10 uCi du derive de I'exemple 1 marque a f'indium- 
111. On prend alors des images a des intervalles de temps choisis en utilisant une gamma camera Sopha 
35 Medical Gammatome 2 equipee d'un collimateur a haute resolution et moyenne energie, ou alors on tue les 
animaux et on mesure a I'aide d'un compteur gamma la radioactivite associee a i'indium-1 1 1, des 
principaux organes et de la tumeur. 

Quelques minutes apres I'injection du derive de I'exemple 1 marque, des tumeurs peuvent deja etre 
observees sur les images obtenues par gamma camera. On constate qu'une forte majorite de la radioactivi- 
40 te circuiante est eliminee en moins de 24 heures alors que celle fixee sur la tumeur s'etablit en quelques 
heures et reste stable pendant au moins deux jours. 

^accumulation non specifique de radioactivite a ete essentiellement limitee aux reins. 

La radioactivite mesuree apres 24 heures au niveau des organes et des tumeurs montre un rapport 
tumeurs/organes eleve (T/O > 3) dans tous les organes, a I'exception des reins (T;0 > = 0,7). 
45 La fixation tumorale a ete specifique, etant donne que les tumeurs n'ont pas accumule de quantites 
significatives de radio-activite lorsque I'on n f a pas injecte de conjugues anticorps a double specificite ou 
lorsque le conjugue etait specifique d'un antigene associe a une autre tumeur. Lorsque du DTPA marque a 
rindium-1 1 1 (analogue monovalent du derive de I'exemple 1 reconnu par ('anticorps anti-indium-DTPA avec 
une forte affinite) a ete injecte a ia place du derive de I'exemple 1, la radioactivite est excretee tres 
so rapidement et on a observe peu de fixation specifique. 

Quand on a injecte le fragment F(ab)' 2 directement marque de I'anticorps anti-melanome. on a observe* 
une fixation specifique sur la tumeur mais la radioactivite circuiante s'est eliminee plus lentement et les 
rapports tumeurs/organes a 24 heures etaient plus faibles (compris entre 0,4 et 7). La fixation non 
specifique dans les reins et le foie a ete parti cu lie rem en t eievee (T/O = 0,4 et 1,5 respectivement). 
55 En conclusion, les derives selon la presente invention presentent de remarquabies resultats par rapport 
aux autres techniques directes et indirectes de visualisation. 
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Exemple 6 



Tolerance des sondes chez I'animal 



70 



Des doses correspondant a 10 nanomoles, soit environ 10000 fois plus que la dose qui est necessaire 
pour une radioimmunoscintigraphie, des composes 1 et 2 prealablement complexes avec de I'indium. non 
radioactif et du compose 3 ont ete administrees a des souris BALB.c. Ces souris ont ensuite ete observees 
pendant 16 jours dans des conditions normales d'elevage. On n'a constate aucun signe de toxicite et la 
prise de poids de ces animaux n'a pas ete significativement differente de celle d'un lot d'animaux temoins. 



Exemple 7 

75 

Comparaison entre ie compose 1 marque a l'indium-111 et le di-(DNP-lys)-DTPA dans ie marquage de 
tumeurs che2 la souris. 

Les experiences sont conduites comme dans I'exemple 5, mais des souris recoivent le di-(DNP-lys)- 
20 DTPA marque a l'indium-111 (derive 1 de la demande de brevet francais 86.13146) a la place du derive 1 
decrit ci-dessus. Trois heures apres injection de la sonde, les souris sont dissequees et on compte la 
radioactivite gamma des principaux organes et de la tumeur. On observe que la tumeur a accumule une 
dose de radioactivite equivaiente A celle obtenue avec les deux composes de I'exemple 1 de la presente 
invention. En revanche, I'elimination de Texces de radioactivite est significativement plus rapide avec les 
25 composes de la presente invention, comme Tindique le tableau suivant : 



30 



35 



40 



45 



Contraste cpm,g dans la tumeur 


cpm-g dans I'organe 


a 3 heures apres injection de la sonde radiomarquee 


Organe 


Nouvelle sonde 


Ancienne sonde 




derive de I'exemple 1 


derive de Tart 






anterieur 


Plasma 


1,7 


0.2 


Reins 


3,5 


1.0 


Foie 


10.8 


1,3 


Rate 


12.7 


1,8 


Poumon 


8,2 


0,9 


Coeur 


14,9 


2,1 



Le contraste tumeur sur organe est done bien meilleur avec les derives la presente demande qu'avec 
ceux de Part anterieur. 



Exemple 8 



50 



N-a-acetyl, N-e-DPTA, L-!ysil-L-tyrosyl-N-e-DPTA-L-lysyl-amide 

En operant comme indique a Texemple 2, on a prepare le produit recherche, identifie comme ci-dessus 
(max a 277 nm, pic moieculaire a 1228). 

Ce derive est doue de proprietes tres proches de celles du produit de I'exemple 1. 



55 



Exemple 9 



3NSDOCID: <EP 0419387A1 _l_> 



EP 0 419 387 A1 



N-a-acetyl, N-e(histamine-succinyl-g!ycyl)-M^ 

En operant comme indique a I'exemple 3, on a prepare le produit attendu, identifie comme ci-dessus 
(max a 220 et 277 nm, et pic moieculaire a 978). 

5 

Revendications 

1. Derives caracterises en ce qu'ils comprennent deux haptenes hydrophiles et un groupe effecteur 
io constitue d'un isotope radioactif ou connu pour pouvoir etre marque par un isotope radioactif ou constitue 

d'un principe actif ou connu pour pouvoir fixer un principe actif, relies par une chatne de connexion, etant 
entendu que la chaTne de connexion ne peut pas etre un polymere. 

2. Derives selon la revendication 1, caracterises en ce que les haptenes hydrophiles ont un coefficient de 
partition eau-butanol superieur a 1. 

75 3. Derives selon la revendication 1 ou 2, caracterises en ce que les haptenes ont une constante de 
dissociation inferieure ou egale a 10~ 5 M avec un anticorps qui leur est specifique. 

4. Derives selon i'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterises en ce que les haptenes sont des 
groupes chelatants. 

5. Derives selon i'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterises en ce que les haptenes sont fixes 
20 au groupe effecteur par ['intermediate d'une chaTne de connexion qui est un peptide. 

6. Derives seion I'une quelconque des revendications 4 ou 5, caracterises en ce que le groupe chelatant est 
un derive du DTPA. 

7. Derives selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterises en ce que la chaTne de connexion 
comprend un groupement phenol. 

25 8. Derives selon la revendication 7, caracterises en ce que la chaTne de connexion comprend de la tyrosine 
ou est constitute de tyrosine. 

9. La N-a-DTPA-tyrosyl-N-e-DPTA-lysine. 

10. La N-a-N-e-di-(DPTA-glycyl)-lysyl-tyrosine. 

11. La N-a-N-6-di-(histamine-succinyl-giycyl)-lysyl-tyrosine. 

30 12. Le N-a-acetyl, N-e-DTPA, L-lysil-L-tyrosyl-N-e-DTPA-L-lysyl-amide. 

13. Le N-a-acetyl, N-e-(histamine-succinyl-glycyl)-L-lysyl-L-tyrosyl-N-e-(histamine-succinyl-glycyl)-L-lysyl- 
amide. 

14. Application des derives tels que definis a I'une quelconque des revendications 1 a 13 au diagnostic ou 
a la therapeutique. 

35 15. Kits diagnostiques ou therapeutiques, caracterises en ce qu'ils renferment au moins un des derives 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 13 et un anticorps ou fragment d'anticorps, notamment 
monoclonal reconnaissant un type cellulaire ou un tissu particulier, conjugue a un deuxieme anticorps ou 
fragment d'anticorps reconnaissant un groupement haptenique dudit derive. 

16. Reactifs immunologiques comprenant un conjugue compose d'un anticorps ou fragment d'anticorps 
40 notamment monoclonal ayant une affinite pour un type cellulaire particulier ou un constituant normal ou 
pathologique de I'organisme particulier, couple a un anticorps ou fragment d'anticorps notamment monoclo- 
nal ayant une affinite pour un haptene donne, et une molecule synthetique comprenant au moins deux 
haptenes correspondant au conjugue ci-dessus et au moins un site, apte au marquage radioactif ou a fixer 
a un principe actif, lies de maniere covalente, caracterises en ce que la molecule synthetique est un derive 
45 defini a I'une des revendications 1 a 13. 
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